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摘要:为确定 SARS- CoV N 蛋白的特异抗原表位, 对 3 种人冠状病毒 SARS- CoV、HCoV- OC43 和 HCoV- 229E N 蛋
白之间的交叉免疫反应进行了系统研究。构建了分别表达 SARS- CoV、HCoV- OC43 和 HCoV- 229E N 蛋白的重组
痘苗病毒,并制备了相应的小鼠免疫血清。用间接免疫荧光方法, 检测了 3种 N 蛋白的表达及其与 3 种冠状病毒
免疫动物血清和 SARS 病人恢复期血清之间的反应。与此同时, 用Western blot方法分析了原核表达的 39 个不同
区段的 SARS- CoV N 蛋白与 3种冠状病毒动物免疫血清和SARS 病人恢复期血清之间的交叉反应性。免疫荧光检
测结果表明, SARS-CoV、HCoV- OC43 和 HCoV- 229E3种病毒的 N 蛋白在重组痘苗病毒感染的 HeLa细胞中均可以
特异表达; 3 种 N 蛋白之间存在明显交叉免疫反应。Western blot 结果显示, SARS- CoV N 蛋白的表位主要位于 30
~ 60aa、170~ 184aa、301~ 320aa和 360~ 422aa;与 HCoV- OC43 的交叉反应表位主要位于 30~ 60aa、90~ 120aa、204
~ 214aa 和 320~ 360aa; 与HCoV- 229E 的交叉反应表位主要位于 30~ 60aa、150~ 160aa和 301~ 360aa。含 SARS-
CoV N蛋白特异表位的重组肽 N155b( 60~ 214aa)和 N185( 30~ 214aa)只与 SARS 病人恢复期血清和灭活 SARS-
CoV 免疫小鼠的血清反应, 而不与灭活HCoV- OC43 和HCoV- 229E 免疫的山羊血清产生交叉反应。上述结果为使
用 SARS- CoV N 蛋白抗原进行特异诊断试剂的研究,提供了重要的实验依据。
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  严重急性呼吸综合征( SARS)的病因已被确认
为一种新的人类冠状病毒 SARS-CoV [ 1- 3]。根据遗
传学和血清学特性, 冠状病毒可分为 4个不同的组,
其中人冠状病毒已发现 5种: HCoV-229E和 HCoV-
NL63 属于第 1 组 (包括 PT GV、FIPV、CCOV 和
PEDC等) [ 4] , HCoV-OC43 和 CoV-HKU1 属于第 2
组 ( MH V、BcoV、PHEV、EcoV 和 SDAV 等 ) [ 5] ,
SARS-CoV 属于第 4 组。种系发生分析结果表明,





1/3 [ 11]。HCoV-NL63 和 CoV-HKU1 是继 SARS-
CoV 之后新发现的 H CoV。目前, 广泛使用的
SARS病人抗体的检测方法主要是用 SARS-CoV 裂
解抗原包被的 ELISA 方法。然而, Ksiazek 等的研
究表明,用HCoV-229E 等的第一组冠状病毒制备的
抗体可与 SARS-CoV 感染的 Vero 细胞反应[ 2]。
Sun等的研究进一步发现, SARS-CoV N 蛋白可与
第 1组冠状病毒制备的抗体产生很强的反应[ 12]。
随后的研究表明, SARS-CoV N 蛋白与 H CoV-OC43
和H CoV-229E 间存在抗原交叉反应[ 13- 15]。因此,
SARS-CoV和其它人冠状病毒之间抗原关系的研究
对于研制特异、灵敏的血清检测试剂是非常重要的。
虽然, 目前已有许多有关 SARS-CoV 与 HCoV-
OC43和 HCoV-229E 之间抗原交叉反应性的报道,
但 N蛋白中引起交叉反应的表位尚未明确。本研
究构建了表达 SARS-CoV、HCoV-OC43 和 HCoV-
229E N蛋白的重组痘苗病毒,并制备了相应的小鼠
免疫血清。同时使用 HCoV-OC43 和 H CoV-229E
制备的山羊免疫血清, 系统观察了 SARS-CoV、
HCoV-OC43 和 H CoV-229E N 蛋白间的抗原交叉
反应。并用原核表达的 39 个不同区段的 SARS-
CoV N蛋白分别与上述血清以及 SARS 病人恢复
期血清和 SARS灭活病毒制备的小鼠免疫血清进行
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1 质粒、病毒和细胞  用于构建重组痘苗病毒的质粒
pJSA1175 由本室构建。该质粒含有 p71 5 和 p11 双向启动
子, p715 可用于目的基因表达, p11 启动子下游已含有能在
痘苗病毒中表达的 LacZ 基因, 可用于重组病毒的筛选。
SARS- CoV N 蛋白 39 个不同区段的原核表达蛋白由厦门大
学医学分子病毒学研究中心夏宁邵教授提供[ 16]。天坛株痘
苗病毒为本室保存。HCoV- OC43 和 HCoV- 229E 病毒由美
国 CDC 提供。人横纹肌细胞 RD- A 由中国 CDC 病毒病所脊
灰病毒室许文波研究员惠赠。鸡胚成纤维细胞( CEF)使用 7
日龄鸡胚制备。SARS- CoV N 蛋白基因和 HCoV- 229E N 蛋
白基因由病毒病所腹泻室王健伟研究员惠赠, 分别连接在
pQE-30 载体 ( Amp 抗性 )和 pET- 30a 载体 ( Kan 抗性 ) 上。
HCoV- OC43 N 蛋白基因由本研究室人工合成(详见后)。
2  酶、抗体和试剂  限制性内切酶、T4 DNA 连接酶购自
T aKaRa公司。高保真 DNA 聚合酶 ( pfu)购自 M BI 公司。
脂质体( L ipofectin)购自 I nvitrogen 公司。SARS- CoV 灭活病
毒的小鼠免疫血清由北京科兴生物制品公司惠赠。抗鼠/羊
HRP 标记的二抗和抗鼠/羊 FITC 标记的二抗购自中山生物
科技有限公司。HCoV- OC43 山羊多克隆抗体和 HCoV- 229E
山羊多克隆抗体由美国 Colorado 大学卫生科学中心微生物
所的 Kathryn V1Holmes 教授惠赠。
3  人工合成 HCoV-OC43 N 蛋白基因和相关质粒的构建  
HCoV- OC43 N 蛋白全基因(简称 OC43- n)由上海生工生物
工程技术服务有限公司北京分公司合成, 连接在 pUC18 载
体上。经 Sma Ñ 酶切后克隆入痘苗病毒重组载体 pJSA1175
的 S ma Ñ 位点上, 命名为 pJSA1175- OC43- n, 用于构建表达
HCoV- OC43 N 蛋白的重组痘苗病毒。用下列引物分别扩增
SARS- CoV N 蛋白基因和 HCoV- 229E N 蛋白基因 (简称
SARS- n和 229E- n) , 并引入用于鉴定插入片段正反向的酶
切位点( CCCGGG 为 S ma Ñ 位点, GAAT TC 为 EcoR Ñ 位点,
GGATCC为 Bam H Ñ 位点)。SARS- n 上游引物 ( p1) : 5c-
TAT CCCGGG TCCATGTCTGATAATGGACCCCAATCA-
AAC- 3c,下游引物 ( p2) : 5c- ATA CCCGGG AATT CTTAT G-
CCTGAGTTGAATCAGCAGAAG- 3c; 229E- n 上游引物( p1) :
5c- TAT CCCGGG ACCATGGCTACAGTCAAATGGGCT G-
ATG- 3c ,下游引物 ( p2) : 5c-ATA CCCGGG ATCCTTAGTT-
TACTTCATCAAT T- 3c。PCR 扩增, 参数为: 94 e 预变性
5min; 94 e 变性 30s, 52e 退火 30s, 72 e 延伸 3min, 共 30 个
循环。以 11 5%琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增产物大小。切胶
回收特异性 DNA 条带, 用 Sma Ñ 酶切回收后的 DNA 片段
和载体 pJSA1175, 然后连接,分别获得质粒 pJSA1175- SARS-
n 和 pJSA1175- 229E- n, 用于构建表达 SARS- CoV 或 HCoV-
229E N 蛋白的重组痘苗病毒。上述质粒克隆均经酶切和
DNA 测序鉴定无误。
4  痘苗病毒的重组、筛选和纯化  分别以含不同冠状病毒
N 蛋白基因的重组质粒 pJSA1175-SARS- n、pJSA1175- OC43-
n 和 pJSA1175-229E-n 及空载体质粒 pJSA1175 与痘苗病毒
在 CEF 细胞中同源重组, 通过蓝白斑筛选挑取重组病毒噬
斑,通过单斑对挑取的 4 株重组痘苗病毒进行纯化, 纯化后
扩增并用于后续研究。
5 重组痘苗病毒的 PCR鉴定  利用 pJSA1175 载体上的通
用引物 P1: 5c- TCATAAAGAACAGTGACGGAT- 3c ( 针对
71 5k 启动子 3c端碱基序列)和 P2: 5c- CCATCGAGTGCGGC-
TAC- 3c(针对目的基因下游痘病毒同源重组片段 TKR5c端
碱基序列)进行 PCR 扩增, 循环参数为: 94e 预变性 5min;
94 e 变性 30s, 54 e 退火 30s, 72e 延伸 3 min, 共 30 个循环。
琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增产物大小, 并进行测序,以鉴定重
组病毒中目的基因及其插入部位是否正确。
6 免疫荧光检测  重组痘苗病毒按 01 01M OI 感染生长在
盖玻片上的 HeLa细胞, 24h 后取出盖玻片, 经 2% 多聚甲醛
固定细胞,以含 5% 正常山羊血清、1% Tr ton- X- 100 的 PBS
封闭后,加相应的冠状病毒 N 蛋白抗体 (一抗 ) , 室温孵育
1h。洗去未结合的一抗, 加入 FIT C 标记的相应二抗, 室温
孵育 1h,伊文思蓝复染, 荧光显微镜下观察。
另使用欧蒙公司生产的 SARS- CoV 感染的荧光片检测
表达不同冠状病毒 N蛋白的重组痘苗病毒免疫小鼠制备的
血清 I gG抗体,具体操作按说明书进行。
7  重组痘苗病毒免疫 BALB/ c小鼠  将重组痘苗病毒用
PBS稀释为 1@ 108 PFU / mL , 每只小鼠腹腔注射 100Ll。用
PBS和仅表达B-半乳糖苷酶的重组痘苗病毒 RVJ1175 同方
法免疫小鼠做对照, 每组 6 只小鼠。初免 21 d 后, 同样剂量
腹腔加强免疫 1 次, 两周后采血。
8  Werstern blot检测  分别将 39个不同区段SARS- CoV N
蛋白进行 SDS- PAGE 胶电泳, 转印于硝酸纤维素膜, 以相应
小鼠免疫血清、山羊免疫血清和病人血清为一抗, 4 e 孵育过
夜, 用 PBS 洗 3 遍, 每次 5min, 再以HRP标记的相应二抗孵
育, 室温 1h, DAB 底物显色。
结   果




获得 4 株相应重组病毒 RVJ1175 (对照病毒)、
RVJ1175-SARS-n ( 含 SARS-CoV N 蛋白基因 )、
RVJ1175-OC43-n(含 H CoV-OC43 N 蛋白基因)和
RVJ1175-229E-n (含 H CoV-229E N 蛋白基因 )。




2  重组痘苗病毒表达的不同冠状病毒 N蛋白特异
性检测
使用上述 4 种重组病毒分别感染 HeLa细胞,
24h后固定, 分别用 SARS-CoV 免疫的小鼠抗血清
(图 1: A)、HCoV-OC43免疫的羊抗血清(图 1: B)和
HCoV-229E免疫的羊抗血清(图 1: C)与之反应, 以
观察含不同冠状病毒 N 蛋白基因的重组痘苗病毒
是否能特异表达相应 N 蛋白, 同时了解重组痘苗病
毒表达的特定冠状病毒 N 蛋白是否与其它冠状病
毒的抗血清有免疫交叉反应。结果如图 1 所示, 含
SARS-CoV N 蛋白基因的重组痘苗病毒( RVJ1175-
SARS-n)噬斑能与灭活的 SARS-CoV免疫的小鼠血
清产生明显的免疫荧光(图 1: A3) ,这种噬斑也能与
灭活的H CoV-OC43(图 1: B3)和 H CoV-229E(图 1:
C3)免疫的山羊血清产生相对较弱的免疫荧光, 而
对照病毒( RVJ1175)噬斑与上述 3种血清均无免疫
荧光产生 (图 1: A4、B4 和 C4)。这些结果表明,
SARS-CoV N 蛋白在重组痘苗病毒 RVJ1175-
SARS-n中获得特异有效表达, 而且表达的 SARS-
CoV N 蛋白分别与灭活的 HCoV-OC43 和 HCoV-
229E病毒免疫的动物血清有轻度交叉反应。图 1
结果还表明, HCoV-OC43 和H CoV-229E 的 N 蛋白
也分别在重组痘苗病毒 RVJ1175-OC43-n(图 1: B1)
和 RVJ1175-229E-n (图 1: C2)中获得特异有效表
达,而且痘苗病毒表达的 H CoV-OC43 N 蛋白与灭
活 SARS-CoV(图 1: A1)和 HCoV-229E(图 1: C1)制
备的动物免疫血清、H CoV-229E N 蛋白与灭活
SARS-CoV(图 1: A2)和 HCoV-OC43(图 1: B2)制备
的动物免疫血清均存在轻度交叉免疫反应。使用
SARS病人恢复期血清与上述痘苗病毒表达的
HCoV-OC43 N 蛋白和 HCoV-229E N 蛋白也产生
相似的交叉免疫反应(结果略)。
图 1 重组痘苗病毒表达的不同冠状病毒 N 蛋白特异性免疫荧光检测
Figure 1 Specific detection of CoV N proteins expressed in recombinant vaccinia virus infected cells by immunofluorecence assay
A. Mouse serum aganist SARS-CoV; B. Goat serum against HCoV-OC43; C. Goat serum against HCoV-229E. All the samples marked 1, 2, 3
and 4 in figure 1A are the same as that in Figure 1B or Figure 1C, but staining w ith diff erent ant isera. 1. RVJ1175-OC43-n infected cells; 2.
RV1175-229E-n in fected cells; 3. RVJ1175-SARS-n in fected cells; 4. RVJ1175 infected cells.
3  表达不同人冠状病毒 N蛋白的重组痘苗病毒及
HCoV-OC43和 HCoV-229E病毒制备的免疫血清与
3种人冠状病毒之间的免疫反应特点
  使用前述表达不同人冠状病毒 N 蛋白的 3 种
重组痘苗病毒制备的小鼠血清、SARS 病人恢复期
血清及灭活 SARS-CoV、H CoV-OC43 和 HCoV-
229E制备的动物免疫血清, 分别与感染了 HCoV-
OC43、HCoV-229E 和 SARS-CoV 病毒的细胞进行
免疫荧光检测, 以了解不同抗原制备的抗血清与亲
本病毒的免疫反应特点和与其它冠状病毒的交叉反




感染的 VeroE6 细胞也有弱反应; RVJ1175-229E-n
的小鼠免疫血清除与 HCoV-229E 感染的细胞有较







光反应,灭活 HCoV-OC43和 H CoV-229E 制备的山
羊免疫血清也分别不与另外两种不同的人冠状病毒
感染的细胞产生免疫荧光反应。这一结果提示, 重




表 1  用免疫荧光分析三种人冠状病毒与不同来源抗血清间的反应结果
Table 1  Summary of reactivity of three HCoVs wit h ant isera derived from animals
differently immunized w ith rVVs or HCoVs and w ith SARS convalescent patient
       Ant isera
RD-A cell infected by
H CoV- OC43
RD-A cell in fected by
HCoV-229E
VeroE 6 cell infected by
SARS-CoV
Mouse serum immunized by RVJ1175-OC43-n 6 6 +
Mouse serum immunized by RVJ1175-229E-n + 6 +
Mouse serum immunized by RVJ1175-SARS-n + + 6
Mouse serum immunized by RVJ1175 - - -
Serum from SARS convalescent pat ient or mouse serum
 immunized by inact ivated SARS- CoV - - 6
Goat serum immunized by HCoV- OC43 + - -
Goat serum immunized by HCoV- 229E - + -
  Note: / + 0 fluorescence is visible, / 6 0 f luorescence is st ronger1
4  原核表达的 39个不同区段 SARS-CoV N蛋白与
HCoV-OC43和 HCoV-229E的交叉反应和特异表位
的确定
为了确定 SARS-CoV N 蛋白的特异表位和交
叉反应表位, 我们用原核表达的 39 个不同区段的
SARS-CoV N蛋白分别与 SARS 病人恢复期血清、
灭活 SARS-CoV 制备的小鼠免疫血清、灭活 HCoV-
OC43和 HCoV-229E 制备的山羊免疫血清进行了
Western blot检测,检测结果见表 2。
表 2  Western blot 检测不同区段 SARS-CoV N 蛋白与 SARS-CoV、HCoV-OC43 和 HCoV-229E抗血清间的反应
Table 2 Western blot analysis of the reactivity of fragments of SARS- CoV N protein with antisera of SARS- CoV, HCoV- OC43 and HCoV- 229E
Fragment
no1
S ARS-CoV N protein
fragment ( aa posit ion)
Mouse serum immunized
by inactivated SARS-CoV






1 N422 ( 1 - 422) + + + +
2 N360 ( 1 - 360) + + + +
3 N320 ( 1 - 320) + + - +
4 N301 ( 1 - 301) - - - -
5 N267 ( 1 - 267) + + + +
6 N228 ( 1 - 228) + + + +
7 N214 ( 1 - 214) - + + +
8 N204 ( 1 - 204) + + - +
9 N194 ( 1 - 194) + + - +
10 N184 ( 1 - 184) + + - +
11 N170 ( 1 - 170) - - - +
12 N160 ( 1 - 160) - - - +
13 N150 ( 1 - 150) - - - -
14 N140 ( 1 - 140) - - - -
15 N393 ( 30 - 422) + + - +
16 N363 ( 60 - 422) + + + +
17 N283 ( 140 - 422) + + + +
18 N156 ( 267 - 422) + - - +
19 N331 ( 30 - 360) + + + +
20 N301b ( 60 - 360) - - + +
21 N221 ( 140 - 360) - - + +
22 N181 ( 140 - 320) - - - -
23 N272 ( 30 - 301) + + + +
24 N242 ( 60 - 301) - - - -
25 N162 ( 140 - 301) - - - -
26 N238 ( 30 - 267) - - - -
27 N208 ( 60 - 267) - - - -
28 N128 ( 140 - 267) - - - -
#251# 4 期  闫克夏等: SARS- CoV N蛋白与人冠状病毒HCoV- OC43和HCoV-229E 的交叉反应表位及特异表位的确定
Fragment
no1
S ARS-CoV N protein
fragment ( aa posit ion)
Mouse serum immunized
by inactivated SARS-CoV






29 N199 ( 30 - 228) + + - +
30 N169 ( 60 - 228) - - - -
31 N139 ( 90 - 228) - - - -
32 N109 ( 120 - 228) - - - -
33 N89 ( 140 - 228) - - - -
34 N185 ( 30 - 214) + + - -
35 N155b ( 60 - 214) + + - -
36 N125 ( 90 - 214) - - + -
37 N95 ( 120 - 214) - - - -
38 N75 ( 140 - 214) - - - -
39 N155 ( 30 - 184) - - - -
  根据 SARS-CoV N蛋白不同肽段与 SARS病人
恢复期血清和灭活 SARS-CoV 制备的小鼠抗血清
的反应特点,确定可能在人和小鼠中诱发免疫反应
的抗原表位。例如: N320( 1~ 320aa)与 SARS 病人
恢复期血清或灭活 SARS-CoV 免疫小鼠血清反应,而
N301( 1~ 301aa)却不与上述血清反应(见表 2) ,说明
301~ 320aa可能含有 SARS-CoV N蛋白的重要抗原
表位。以同样分析共确定了 4 个类似的表位: 30~
60aa、170~ 184aa、301~ 320aa和 360~ 422aa(见图 2)。
其中 170~ 184aa是 SARS-CoV N蛋白特异表位。含





根据上述 SARS-CoV N 蛋白不同肽段与灭活
HCoV-OC43制备的山羊免疫血清的反应,确定能与
HCoV-OC43抗血清反应的交叉抗原表位。例如:
N360( 1~ 360aa)和 N221( 140~ 360aa)可与 HCoV-
OC43的羊免疫血清反应, 而 N320 ( 1~ 320aa )和
N181( 140~ 320aa)却不与之反应(见表2) ,所以 320
~ 360aa 可能是 SARS-CoV N 蛋白与 H CoV-OC43
抗血清反应的一个交叉表位。以同样分析共确定了
4个与 HCoV-OC43抗血清反应的可能交叉抗原表
位: 30~ 60aa、90~ 120aa、204~ 214aa和 320~ 360aa
(见图 2)。其中, 90~ 120aa和 204~ 214aa 是否为
SARS-CoV N 蛋白的表位尚待确定。
图 2 SARS- CoV N 蛋白表位及与 HCoV- OC43 和 HCoV- 229E 交叉反应表位示意图
Figure 2 Eptiopes of SARS- CoV N protein and cross- reactivity epitopes of SARS- CoV N protein with HCoV- OC43 and HCoV- 229E
  同样根据上述 SARS-CoV N 蛋白不同肽段与
灭活HCoV-229E制备的山羊免疫血清的反应,确定
与HCoV-229E 抗血清反应的交叉抗原表位。例如:
N320( 1~ 320aa)和 N221( 140~ 360aa)可与 HCoV-
229E羊抗血清反应, 而 N301 ( 1~ 301aa)和 N181
( 140~ 320aa)却不与之反应(见表 2) , 所以 SARS-
CoV N蛋白与 HCoV-229E 抗血清反应的交叉表位
之一可能位于 301~ 360aa。以同样分析共确定了 3
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个与HCoV-229E抗血清反应的可能交叉抗原表位:
30~ 60aa、150~ 160aa 和 301~ 360aa(见图 2)。其
中, 150~ 160aa是否为 SARS-CoV N 蛋白的表位也
尚待确定。
SARS-CoV 特异的表位( 170~ 184 aa)和含该表











必要的。但是, SARS 病人恢复期或灭活 SARS-
CoV制备的小鼠免疫血清与H CoV-OC43和 HCoV-




















要实际意义。He 等分析 SARS-CoV N 蛋白的抗原
表位时发现, 153~ 178aa和 362~ 412aa是很好的抗
原表位,而 76~ 101aa 在小鼠体内可能是特异的抗
原表位[ 17]。Lin 等研究发现, N1 ( 21 ~ 44aa) 是
SARS-CoV N 蛋白很好的抗原表位[ 18]。另外, Chen
等分析了 SARS-CoV N 蛋白不同区域的抗原性, 鉴
定出 EP1( 51~ 71aa)、EP2( 34~ 208aa)、EP3( 249~
273aa)和 EP4( 349~ 422aa) 4个主要抗原表位[ 19] ,
这些结果与我们的研究结果基本吻合。但是,
SARS-CoV N 蛋白与其它人冠状病毒 N 蛋白间特
异的和交叉反应的表位尚未明确。本研究结果显
示, SARS-CoV N 蛋白的抗原表位主要位于 30~
60aa、170 ~ 184aa、301 ~ 320aa 和 360 ~ 422aa。
SARS-CoV N 蛋白与 HCoV-OC43 和 H CoV-229E
交叉反应的表位主要位于 30~ 60aa、90~ 120aa、150
~ 160aa、204~ 214aa、301~ 320aa 和 320~ 360aa。
170~ 184aa 是 SARS-CoV N 蛋白特异表位, 含这个
表位的 N155b或 N185片段只与 SARS 病人恢复期
血清或灭活 SARS-CoV 免疫小鼠的血清反应,而不
与HCoV-OC43 和 H CoV-229E 相关血清产生交叉
反应。因此, 若以 N155b 或 N185 蛋白片段作为
SARS特异抗原用于 SARS 的抗体检测, 既可能避
免使用全 N 蛋白检测带来的假阳性结果, 提高
SARS诊断检测的特异性, 又可能使用这两个肽的
抗体研制针对SARS N 抗原的早期检测试剂。从结
果我们还可以看出, 214~ 228aa 可与 SARS 病人恢
复期血清反应,而不与灭活 SARS-CoV 免疫的小鼠




SARS-CoV、HCoV-OC43 和 HCoV-229E N 蛋白之
间存在交叉反应, 这在使用基因工程表达的抗原和
相应抗体进行的实验中尤为明显。在原核细胞中表
达的 39个不同区段的 SARS-CoV N 蛋白中, N155b






CoV和 HCoV-229E n基因;感谢美国 Colorado 大学卫生科学中心微
生物所的 Kathryn V1 Holmes 教授提供 HCoV- OC43和 H CoV- 229E
灭活病毒制备的山羊血清。)
参考文献:
[ 1] Drosten C, Gunther S , Preis er W, et al. Ident ication of a novel
coronavirus in pat ients w ith severe acute respiratory syndrome [ J] .
N Engl J M ed, 2003, 348: 1967- 1976.
[ 2] Ksiazek T G, Erdman D, Goldsmith C S , et al. A novel coron-
avirus associated w ith severe acute respiratory syndrome [ J ] . N
Engl J Med, 2003, 348: 1953- 1966.
#253# 4 期  闫克夏等: SARS- CoV N蛋白与人冠状病毒HCoV- OC43和HCoV-229E 的交叉反应表位及特异表位的确定
[ 3] Peiris J S M , Lai S T, Poon L L M, et al. Coronavirus as a poss-i
ble cause of severe acute respiratory syndrome [ J] . Lancet , 2003,
361: 1319- 1325.
[ 4] van der Hoek L, Pyrc K, Jebbink M F, et al. Ident ificat ion of a
new human coronavirus [ J ] . Nat M ed, 2004, 10( 4) : 368- 373.
[ 5] Woo P C, Lau S K, Chu C M, et al. Characterization and complete
genome sequence of a novel coronavirus, coronavirus HKU1, f rom
patients with pneumonia [ J] . J Virol, 2005, 79( 2) : 884- 895.
[ 6] Snijder E J , Bredenbeek P J, Dobbe J C, et al. Unique and con-
served features of genome and proteome of SARS- coronavirus, an
early split-off f rom the coronavirus group 2 lineage [ J] . J Mol Biol,
2003, 331: 991- 1004.
[ 7] Hamre D, Prockow J J. A new virus isolated f rom the human resp-i
ratory t ract [ J] . Proc Soc Ex p Biol, 1966, 121: 190- 193.
[ 8] Kapikian A Z, James H D, Kelly S J, et al. Isolat ion from man of
0 avian infect ious bronchit is virus-l ik e0 viruses ( coronaviruses) sim-i
lar to 229E virus, w ith some epidem iological observat ions [ J] . J
Infect Dis, 1969, 119: 282- 290.
[ 9] Melntosh K, Dees J H, Becker W B, et al. Recovery in t rach eal
organ cultures of novel viruses from pat ients w ith respiratory disease
[ J ] . Proc Nat l Acad Sci USA, 1967, 57: 933- 940.
[ 10] Tyrrell D A J, Bynoe M C. Cult ivat ion of a novel type of common
cold virus in organ cultures[ J] . Br Med J, 1965, 1: 1467- 1470.
[ 11] Myint S H. Human coronaviruses: a brief review [ J ] . Rev Med
Virol, 1994, 4: 35- 46.
[ 12] Sun Z F, Meng X J. Ant igenic crossreactivity betw een th e nucleo-
capsid protein of severe acute respiratory syndrome ( SARS) coron-
avirus and polyclonal ant isera of ant igenic group I animal coron-
aviruses: im plication for S ARS diagnosis [ J ] . J Clin M icrobiol,
2004, 42( 5) : 2351- 2352.
[ 13] Woo P C, Lau S K, Wong B H, et al. False- positive result s in a
recombinant severe acute respiratory syndrome- associated coron-
avirus ( SARS- CoV) nucleocapsid enzyme-linked immunosorbent as-
say due to HCoV-OC43 and HCoV-229E rect ified by Western blot-
ting w ith recombinant SARS-CoV spike polypeptide [ J ] . J Clin
Microbiol, 2004, 42( 12) : 5885- 5888.
[14] Liang G D, Chen Q X, Xu J G, et al . Laboratory diagnosis of
four recent sporadic cases of community-acquired SARS, Guang-
dong Province, Ch ina [ J] . Em erg Infect Dis, 2004, 10: 1774 -
1781.
[ 15] Ch e X Y, Qiu L W, L iao Zh Y, et al. Ant igenic cross-react ivity
between severe acute respiratory syndrome- associated coronavirus
and human coronavirus 229E and OC43. Brief report [ J ] . JID
2005, 191: 2033- 2037.
[ 16] 林鉴, 葛胜祥, 王颖彬, 等. SARS冠状病毒核衣壳( N)蛋白不
同区域的原核表达[ J] . 病毒学报, 2005, 21( 2) : 81- 87.
[ 17] He Y, Zhou Y, Wu H, et al. Mapping of ant igenic sites on the
nucleocapsid protein of the severe acute respiratory syndrome coron-
avirus [ J] . J Clin Microbiol, 2004, 42( 11) : 5309- 5014.
[ 18] Lin Y, Sh en X, Yang R F, et al. Ident ification of an epitope of
SARS-coronavirus nucleocapsid protein [ J] . Cell Res, 2003, 13
( 3) : 141- 145.
[ 19] Chen Z, Pei D, Jiang L, et al. Ant igenicity analysis of dif ferent
regions of the severe acute respiratory syn drome coronavirus nucleo-
capsid protein [ J] . Clin Chem, 2004, 50( 6) : 988- 995.
#254# 病   毒   学   报                 22 卷  
Identification of Epitopes on SARS-CoV Nucleocapsid Protein that Induce the
Cross-or Specific-Reactivity among SARS-CoV, HCoV-OC43 and HCoV-229E
YAN Ke-xia1, TAN Wen-jie1, ZHANG Xiang-m in1, WANG Hu-i juan1,
ZH ANG Ling- lin
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Abstract:To determine the specific epitopes on SARS-CoV nucleocapsid ( N) protein, the cross-react iv it ies a-
mong three human coronavirus N proteins w ere analyzed systemat ically1 T he vaccinia recom binants w ere con-
st ructed to express N proteins of SARS-CoV, HCoV-OC43 and HCoV-229E1 The polyclonal antibodies against
the expressed N proteins were prepared w ith the correlated vaccinia recombinants1 The indirect immunof luo-
rescence w as used to detect both the expression of N proteins in vaccinia recombinants and the cross-react ivity
w ith ant isera from three H CoVs ( SARS-CoV, HCoV-OC43 and H CoV-229E) and SARS convalescent pat ient1
T he cross- or specif ic- react ive epitopes on N proteins of three H CoVs above w ere further analyzed by Western
blot w ith the E1 col i expressed 39 pept ides overlapping the w hole N protein of SARS-CoV and also w ith the 4
ant isera above1 Immunofluorescence indicated the w ell expression of N proteins of SARS-CoV, HCoV-OC43 and
HCoV-229E in vaccinia recombinant infected-HeLa cells and the clear ant ig enic cross-react ivity among the three
N proteins1 Four dominant ant ig enic epitopes on nucleocapsid protein of SARS-CoV were ident if ied by Western
blot , w hich were located at the am ino acid positions of 30- 60aa, 170- 184aa, 301- 320aa and 360- 422aa1
T he epitopes which w ere cross-react ive between SARS-CoV and H CoV-OC43 w ere at 30- 60aa, 90- 120aa,
204- 214aa and 320 - 360aa1 The epitopes w hich w ere cross-react ive between SARS-CoV and H CoV-229E
w ere at 30- 60aa, 150- 160aa and 301- 360aa1 Important ly , w e found that recombinant peptides N155b ( 60
- 214aa) and N185 ( 30- 214aa) containing the specif ic epitopes for SARS-CoV N protein were only react ive
w ith the sera f rom SARS convalescent patient and mouse antiserum immunized with inact ivated SARS-CoV, but
not react ive w ith the goat ant-i serum prepared w ith inactivated H CoV-OC43 or HCoV-229E1 The results above
prov ided very useful informat ion for the development of specific diagnost ic reagent using the recombinant SARS-
CoV N protein1
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